

































































































































































































































































































Gold  2.1x100; 3.0  H2O/MeOH (FA)  20  0.2; 35 
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Agilent 6530 AM 





































































































































only  Not used    mzMine, ChemSpider 
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Agilent Pesticide Library LC/Q‐TOF MS/MSf [59] 1,664 ~700c 1,664 
Agilent Pesticide Library GC/Q‐TOF EI‐MSf  750 750 750 
Agilent METLIN Synthetic Substance Libraryg 64,092c ~10,000c 64,092 
Agilent METLIN Scripps Online Databasef,g [60,61] 83,135 12,171c 240,566 
Agilent Veterinary Drug Libraryf  1,684 770 1,684 













































































1  25  ‐  68 ‐ ‐ ‐  6,776
2  92  14  8 40 1 ‐  8,535
3  ‐  4  70 ‐ ‐ ‐  ‐
4  125  43  61 9 1 ‐  ‐
5  18  5  8 ‐ ‐ ‐  17
6  53  7  57 ‐ ‐ 1,316  712
7  ‐  ‐  33 ‐ ‐ ‐  3,174
8  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ 30  3
9  68  4  ‐ 14 2 10  26
10  1  11  4 ‐ ‐ ‐  ‐
11  ‐  4  7 ‐ ‐ ‐  8
12  4  ‐  4 3 26 5  57
13  ‐  9  66 12 2 1,218  133
14  23  53  78 ‐ 2 9  1,649
15  33  13  ‐ ‐ ‐ 1  273
16  9  ‐  18 ‐ ‐ ‐  3
























































































































































































































































































481.2629  Na+  458.2734  C20H42O11
C19H36N7O6 
C21H38N4O7 
C20H32N11O2 
98
97 
97 
95 
‐1.4
‐1.7 
1.4 
1.0 
Yes
Yes 
Yes 
No 
Yes 
Yes 
Yes 
No 
Yes
No 
Yes 
No 
aFragment information for m/z 177.1122, 221.1385, 265.1647 and 309.1909 (shown as unit mass above for 
space reasons) taken from the NIST 2014 MS/MS library spectrum of octaethylene glycol (NIST# 1229846). 
Molecular formulas were calculated with the elements C, H, N, O and S, the score (calculated using MassHunter 
Workstation Software B.06, Agilent Technologies) considers mass, isotope match and isotope spacing. 
This example highlights the importance of considering adducts and applying a comprehensive peak 
grouping prior to non‐target identification, which is a feature now offered by many open source and 
vendor software, to varying degrees of comprehensiveness. Once the correct neutral mass was 
identified, molecular formulas were calculated with the elements C, H, N, O and S. Between 5 and 7 
formulas with a high score (>90) were proposed; the top 4 are shown in Table 5. The score considers 
the mass, isotope match and isotope spacing, however the last three columns of Table 5 show that 
these four formulas could be reduced to only one or two possible formulas if fragmentation 
information was also considered in the selection of the molecular formula. Although several 
approaches now include fragment information in formula selection, including SIRIUS [67], MOLGEN‐
MS/MS [68] and mzMine [69], these were not used in the trial, whereas of the vendor software used 
by various participants, only SmartFormula3D from Bruker associated fragmentation information 
with the precursor ions for formula calculation.  
Retention Time Information in LC‐HRMS 
An important aim of the trial was to assess the use of retention time information in the LC screening 
approaches. Most participants measured the substances provided (given in Methods) and used the 
results to calculate a retention time index (RTI) for the LC data. Seven participants reported these RTI 
for some or all of their reported values in the DCTs. The results of 26 target compounds that were 
detected at least 4 times were used to investigate the RTI further. The calculated RTI was found to 
17 
have below 3 % root mean square deviation (RSD) for eleven of these targets, between 3 and 6 % 
RSD for another eleven targets and above 6 % RSD for the remaining 4 of the 26 target compounds. 
The RTIs of target substances reported by two participants were used to calculate log D values that 
were in turn used to search the STOFF‐IDENT database [38], where with empirical matching criteria 
are included. Above 80 % (50 of 60, 81 of 96) of the target compounds that were in STOFF‐IDENT 
were also within the calculated log D range using the RTI standards. While the majority of substances 
matched, the non‐match of 10 and 15 manually validated target substances (per participant, 
respectively) shows that a consensus approach should be considered when using retention time 
prediction approaches [70]. 
A different approach was used by another participant (14) to reject suspects on the basis of retention 
time (and other) information. Their initial suspect screening yielded 1060 and 538 suspect hits in 
positive and negative mode, respectively, which was reduced to 81 and 75 suspect matches, 
respectively, using additional mass accuracy, isotope and peak score criteria. Of these, a further 27 
and 40 suspects were rejected using retention time models developed using a SVM kNN QSPR 
approach (R. Aalizadeh et al., in prep), while a further four and five were rejected as they were not 
ESI‐amenable. Finally 78 suspects were reported, as given in Table 4 (48 positive, 30 negative). 
While all participants agreed that the retention information is useful and essential for identification 
efforts, many participants expressed a need to have this information better integrated into their 
current software. Additionally, the non‐targets found by some participants were clearly compounds 
such as sulfonated surfactants and polyfluorinated compounds, which often perform poorly in 
retention time prediction and other QSPR calculations [27,71]. A further example of how useful 
retention information can be to confirm the identification of suspect compounds is given below for 
GC‐MS. 
Non‐target Identification Example  
Several tentatively‐identified non‐target compounds were proposed by participants, despite the 
limited time (see Table 4) and these compounds could be found retrospectively in the raw files from 
other participants. One participant reported a double peak at m/z [M‐H]‐ 199.0431 at 19.48 (small) 
and 19.98 (large) minutes of a 40 minute run, tentatively identified as mesitylene sulfonic acid (2,4,6‐
trimethylbenzene sulfonic acid, ChemSpider ID 69438) or isomer, molecular formula C9H12SO3, with 
the fragments m/z 184.0196 and 135.0815. Another participant found a signal at m/z 199.0428 with 
a double peak at 5.91 and 6.15 minutes of a 25 minute run (small and large intensity, respectively) 
with peaks at m/z 79.9566 (SO3‐), 80.9644 (SO4H‐), 119.0500 (C9H11‐), 135.0811 (C9H12O‐, or –SO2), 
183.0115 (‐CH4) and 184.0194 (‐CH3) with HCD 90. A total of 135 candidates with this formula are in 
ChemSpider, but using MetFrag to rank according to the in silico fragmentation of the candidates, 
trimethyl benzene sulfonic acid isomers and a couple of ethyl isomers are all ranked equally with a 
score of 1 and 4 explained peaks. Although the larger peak is also present in the blank and appears to 
come from the sorbents used in the large volume sampling, this is two orders of magnitude lower 
than the intensities observed in the samples for both participants. However, the standard for 
mesitylene sulfonic acid was available at the second institute and although the retention time 
matched well (5.96 minutes), the fragments did not match; only two fragments (m/z 79.9573 and 
135.0824) were seen in the standard at varying collision energies including HCD 90. Thus the 
tentative identification cannot be confirmed. However, the peak seen by the second participant at 
m/z 183.0115 is diagnostic for linear alkylbenzene sulfonic acid (LAS) species [3] and the structure 
below may be able to explain the spectra. Although not yet confirmed, this example shows how the 
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measurements of the same sample from two different laboratories can be used to help in the 
identification.  
 
Figure 3: Spectrum of the non‐target found at 6.15 minutes by one participant, a tentatively identified candidate (4‐
isopropyl‐benzenesulfonic acid, insert) and the resulting fragments. The original tentative identification of mesitylene 
sulfonic acid can be rejected on the basis of mismatching fragments, see Figure S5 and S6. 
GC‐MS 
For the GC‐MS results, four institutes reported target compounds (confirmed with reference 
standards), with 64 results reported for 55 unique compounds. The target substances detected 
multiple times were all polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs): phenanthrene (4), anthracene and 
naphthalene (3 each), fluorene, fluoranthene and pyrene (twice each). The remaining identifications 
were performed using library information, generally the NIST MS library [11] versions 02 (175,214 
spectra of 147,350 compounds), 08 (220,460 EI‐MS spectra of 192,108 compounds) and 11 (243,893 
EI‐MS spectra of 212,961 compounds), although one participant also used the Wiley library, 7th 
Edition [12]. Match factors between 700 and 800 (of maximum 999) were used as the lower limit for 
library matches (some also in combination with the probability estimates) and most participants also 
confirmed these matches manually. An additional 295 compounds were reported from library 
matches (identified but not confirmed with reference standards), such that in all, 255 unique 
compounds were reported with a single identity as a target substance or library match. A further 47 
peaks were reported as library matches but with isomer unidentified while 35 reported substances 
remained unknown (many participants did not report unknown substances). Merging the target and 
library match compound lists revealed that phenanthrene was detected by six of seven participants, 
while dibutylphthalate, diethylphthalate, tris(1‐chloro‐2‐propanol)phosphate (TCPP) and caffeine (5 
times each) and 4‐oxoisophorone, benzothiazole, cyclohexylisocyanate and triphenylphosphine oxide 
and 1,1’‐(1,4’phenylene)bis‐ethanone (4 each) were also detected frequently. Several substances 
overlapped with the LC‐MS targets and suspects, notably the several phthalate and alkyl phosphate 
species, caffeine and carbamazepine – in total 46 substances were reported as identified in both LC 
and GC, including the suspects and library matches, of the 858 unique compounds reported in total 
(~5.4%). 
The sample preparation was not ideal for GC analysis and the participants also used different 
solvents. As a result, the relatively few substances detected and limited comparability between GC 
participants is not completely unreasonable. A separate sample for GC‐MS analysis is recommended 
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for future trials. While some participants also quantified their target substances, this data is not 
presented here as the dataset was too small for a meaningful evaluation.  
 
Figure 4: (a) Use of complementary ionization techniques (EI, PCI), library match and retention information (experimental 
KRI versus measured values in NIST) by one participant to identify two dibutylphthalate isomers and reverse the order of 
proposed database matches on the basis of retention information. (b) The corresponding APCI‐QToF‐MS/MS spectrum of 
the suspect dibutylphthalate reported by another participant, which could be either isomer (both structures: see insert). 
High Resolution GC‐MS 
One participant used high resolution GC‐APCI‐QToF‐MS during the trial, combining the results with 
EI‐MS in an interesting approach. As mentioned above, the workflow to identify substances with the 
GC‐APCI‐QToF‐MS approach effectively followed the target, suspect, non‐target approaches used for 
LC‐HRMS screening, rather than the classic target screening plus NIST database search used generally 
in EI‐MS. Further participants used GCxGC, while another participant used the combination of 
chemical ionization and EI‐MS to identify the molecular mass corresponding with the EI‐MS 
spectrum, shown in Figure 4. The base peak m/z 149 (indicative of phthalates) was seen three times 
but was only associated with the m/z [M+H]+ 279 twice, supporting the proposed NIST matches of 
dibutylphthalate isomers. However, consideration of the experimental KRI with the literature values 
in NIST prompted a switch of the tentatively‐proposed identities in Figure 4 (shown by the dashed 
boxes and blue arrows), as diisobutylphthalate (shown left) had a lower retention index than 
dibutylphthalate (shown right). Final confirmation via a reference standard, however, is still 
necessary. The HR‐MS/MS spectrum obtained via APCI‐QToF‐MS/MS is shown in Figure 4(b). 
As for the LC participants, the GC participants mentioned that the data processing is a limiting factor 
for using GCxGC and/or soft ionization in combination with EI‐MS and the need for exact mass 
spectra, especially MS/MS spectra was expressed. This reinforces the observation that the workflow 
applied for identification is determined by the ionization technique used (EI versus softer ionization 
methods) and the size of the spectral library available rather than the chromatography. 
Discussion and Perspectives 
Data Processing Aspects, HR‐MS/MS 
The participation of many institutes in analysing the one sample shows that non‐target screening 
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methods have come a long way in a short time and that a comprehensive target screening 
complimented with suspect screening forms an essential pre‐requisite to non‐target identification. 
The vast majority of substances reported were identified through target or suspect screening of data 
acquired with non‐targeted acquisition. Tentatively identified non‐target compounds were reported 
by a few participants, even though non‐target identification is still a very time‐intense process. Many 
participants included MS/MS and retention time information where possible to support the 
proposed identity of suspect compounds, addressing the pitfalls with performing suspect screening 
on exact mass only. Suspect screening proved a useful step to propose tentative identifications for 
several compounds and ease the burden of identification. The large overlap between target and 
suspect compounds proves that this was successful in many cases. The selection of the peaks of 
interest for non‐target identification remains very subjective; it is clear that not all of the up to 
several thousand unknown peaks can be identified. One option is the prioritization of masses 
occurring in several samples (e.g. [3,9], and although only one sample was available for the trial, 
several participants only considered peaks when they occurred in at least two repeated analytical 
runs, to reduce the influence of noise or other interferences on the results. In terms of non‐target 
identification, while some participants determine the molecular formula first, followed by elucidation 
on the basis of the one (or several possible) molecular formulas, other participants went straight to 
identification with an exact mass. The latter strategy, although resulting in more candidates, has 
been shown recently to be more effective from a data processing point of view [72] (it is for example 
easier to select candidates with one or some formula(s) from an exact mass search than to merge the 
results of several separate calculations). 
A new trend revealed during the trial is the move towards finding related substances, with several 
strategies used. These included searching for common fragments or neutral losses, suspect screening 
for homologues and even homologue series detection. Other strategies that have been used 
elsewhere included selection by mass defect to avoid matrix interferences in sediments [23] and 
while the Kendrick mass defect is often used for natural organic matter or petroleum analysis (e.g. 
[73,74]), this was not mentioned by any of the participants and it remains to be seen whether this 
may have an application to environmental samples. As discussed above, challenges still remain with 
regard to the reporting of substances that cannot fully characterized structurally using the 
information available alone (e.g. long chain surfactants, lipid species with undefined branching 
and/or double bond locations) and also the level of confirmation required before being able to report 
these substances in investigations. As discussed in the introduction, a combination of a revised 
version of the EU IP system (to e.g. better reflect the availability of much higher resolution 
instruments than the 10,000 in the original guideline [6]) with the level system shown in Figure 1 
could be a way to move forward here. A further improvement in the future would be better 
processing of data‐independent acquisition data, such that fragments are available for all substances, 
not just selected precursors. Another interesting approach could be to speed up non‐target 
identification using alternative databases such as those including natural products to assist in finding 
background natural compounds that are not necessarily of interest for non‐target identification of 
potentially hazardous anthropogenic substances.  
The number of targets and suspects detected only once indicates that the results are highly 
dependent on the institute knowledge and focus area, as well as target and suspect lists used. This 
reinforces the need for additional evidence before reporting suspect identification and an improved 
representation of identification confidence, such as updated IPs. It is clear from the number of 
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different software and approaches used that the data processing techniques are very different, with 
vendor versus open source approaches and many different sources of information used by the 
participants. The need to harmonize information sources was expressed and from the recognition 
that one participant’s target is another participant’s suspect or unknown, an agreement was made to 
exchange target and suspect lists in a centralized platform, where the development of search criteria 
and prioritization methods of these lists will be essential to allow application of the “screen smart” 
approach. Additionally, the results of this study have been provided as supporting information for 
use in future investigations. Enhancing this with the upload of mass spectra of target compounds to 
an open access databases such as the NORMAN MassBank [52] would help improve the success of 
target, suspect and even non‐target screening immensely. Another need clearly expressed by the 
participants was for better data processing of complementary ionization modes and methods (e.g. 
positive/negative, APCI and APPI) as well as data independent acquisition techniques, such that 
fragmentation can be obtained for all substances rather than selected precursor masses and a better 
integration of retention information.  
Lessons Learned from the Trial 
The first collaborative non‐target screening trial run by the NORMAN Association was a very 
ambitious endeavour coinciding with the Third Joint Danube Survey in response to the need 
expressed by members in late 2012. The response from participants was very positive and the aim to 
discuss ways to harmonize non‐target screening in environmental samples within Europe were 
fulfilled with a series of three well attended workshops [75‐77]. The analytical methods are already 
reasonably harmonized, while the main differences resulting from instrument‐specific settings that 
participants cannot reasonably be expected to change. While the data processing workflows were 
not as harmonized, with many participants expressing the need for better integration of information, 
workflows and software, a great deal can be learnt by reflecting on the results of the other 
participants. While participants were given a lot of freedom for this collaborative trial, there was also 
interest in a more tightly‐defined interlaboratory comparison in the future, with an additional spiked 
sample and a more comprehensive suspect list from greater comparability.  
All participants provided the raw data of their measurements for this trial, such that a retrospective 
analysis of the results will be possible and finding a suitable environmental repository for this data 
will be the subject of future efforts. Many participants were keen to investigate their results further, 
using the information gained during the trial, to perform retrospective identification. The trend for 
retrospective analysis, used already during the evaluation of these results, is increasing and the 
importance of this in the future cannot be underestimated.  
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